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Bevezetés

Az emlds cochlea széles frekvencia-tartomanyban képes mind az igen alacsony, mind a
kifejezetten magas intenzitdsi hangok érzékelésére. A cochlea sajatos felépitése kovet-
keztében egy Osszetett mechanikai rendszert alkot, mely passziv mechanikai sajatsagai
onmagukban is alkalmassé teszik a hang frekvencia-specifikus érzékelésére. A longi-
tudinalis hangrezgések altal kialakitott hallocsontlancolati mozgasok a perilymphan ke-
resztiil mozgasba hozzak a membrana basilaris-Corti-szerv-membrana tectoria altal alko-
tott cochlearis hangfelfogd rendszert, mely eredményeként az alaphartyan transzverzalis
haladohullamok jonnek létre. Ezen haladohullaimok amplitudomaximuma azok frekvencia-
specifikus helyén alakul ki a cochlean beliill. A cochlea ilyen forman létrejové passziv
miikédése, melynek modelljét Békéssy dolgozta ki 1960-ban, azonban nem elegend§ a
hangérzékelés tényleges frekvenciafelbontasanak és intenzitasszélességének eléréséhez. A
cochlea specialis, mechanikailag aktiv sejtjei, az un. kiils§ szérsejtek (OHC) a cochleat
egy pontosan szabalyozott, aktiv hangérzékel rendszerré alakitjak, mely igy képessé valik

élettani feladatanak a betoltésére .

A kiils6 szo6rsejtek felépitése, miikodése

A kiils6 szérsejtek jellegzetes, hengeres alakil, excentrikus magvi sejtek, melyek az em-
beri cochleaban 3-4 sorban helyezkednek el a kiils§ pillérsejtek és a Hensen-sejtek kozotti
térben, szinaptikus polusukkal a Deiters sejtekre tamaszkodva, ciliaris pélusukkal a memb-
rana tectoriahoz illeszkedve. A kiilsG szérsejtek oldalfalanak sajatos harom rétegii felépitése
van, mely a sejtmembranbol, a hozza un. pillér fehérjékkel kapcsolodo kortikalis racsozat-
bol és az ehhez szorosan két6ds ciszternalis rendszerbdsl all. A ciszternalis rendszer a
sejtcsiics és mag kozott elhelyezkedds sejtalkotd, mely a mag alatti régiéban az un. szub-
szinaptikus ciszternalis rendszerben folytatodik. A kortikdlis racsozat a citoszkeletélis
rendszer részét képezd, spektrin szalakkal 6sszekotott, parhuzamos lefutasna aktin szalak-
bol felépiil6 vaz, mely biztositja a kiils sz6rsejtek hengeres alakjanak megtartésat és a sejt
mechanikai stabilitasat. A felszin alatti racsozat pillérfehérjéi k6zotti ivesen fesziil plaz-
mamembrén, a kapcsolodo aktin és spektrin filamentumok specialis szerkezeti egységeket
alkotnak, melyek az oldalfal elektronmikroszkopos képén finom egyenetlenség, rancolt-
sag formajaban jelennek meg. Ezek a mikromechanikai egységek felépitésiikbél adoddan
egyrészt képesek a rugalmas energia tarolasara ill. pufferelésére, masrészt képesek a

membranpotencial valtozasat kovets alakvaltozasra is (un. membrane bending model,



Raphael et al. 2000). A kiils6 szérsejtek mechanikailag aktiv sejtek, melyek un. gyors
és lasst mozgasra képesek a sejt hossztengelyének megfelelGen. A lasst sz6rsejtmozgés
kiilonboz6 ingerekkel kivalthatd, 20-60 masodperces idG intervallumba es6 sejtkontrak-
ci6, mely feltételezett élettani szerepe a cochlea védelmében és az adaptacidoban lehet. A
lassii sz6rsejtmozgéas molekularis alapjai még nem tisztazottak, de a korabban emlitett
mikromechanikai egységek feltehetGen fontos szerpet jatszanak benne.

A gyors szérsejtmozgas ATP és calcium fliggetlen, a sejtmembran fesziiltségvaltozasait
kovets sejthosszvaltozas, mely elég gyors ahhoz, hogy kovetni tudja a hanghullamok altal
létrehozott alaphartya kitéréseket. A gyors szdrsejtmozgast (elektromotilitas) a sejtmemb-
ranban talalhato, strtin elhelyezkedd specialis molekulamotor, az un. presztin alakval-
tozasa hozza létre. Ez a transzmembran fehérje egy moédosult anion cserél molekula, mely
a membranpotencial valtozasara konformaciovaltozassal reagdl, s igy a presztin molekulak
membranpotencial valtozas altal szinkronizalt kumulativ alakvaltozasa sejthosszvaltozas-
ban jelenik meg. A molekulamotor alakvaltozasanak sejtszinti mozgassa alakitasat a
citoszkeleton és a sejtmembran altal alkotott funkcionélis ,er6kifejté egységek” un. mik-
rodoménok biztositjak. A gyors szérsejtmozgast a szérsejtek sztereociliumainak elhajlasa
nyoman kialakulé membranpotencial valtozas vezérli, mely a hanghullamok alaphartyan
kialakitott kitérésével aranyos. Ez az un. elektromechanikus transzdukci6, mely a kiils6
szérsejtek membranpotencialja, mint ,nullpont” koriil, a valtéaramt receptorpotencial
altal kivaltott rovidiilési és megnytulasi valaszoknak felel meg, oly médon, hogy hiperpola-
rizéciora aktiv megnytlés, depolarizaciora aktiv rovidiilés jon létre. Igy a kiils6 szérsejtek
fesziiltségfiiggs sejtmozgasat a hangrezgések altal létrehozott alaphartya kitérések vezér-
lik, mely élettani szerepe a membrana basilarisra térténd megfelel§ iitemben valé aktiv
mechanikai energia-visszacsatolas. A hanghullam altal 1étrehozott alaphartya kitérések
fazisaval egyez§ litemben r6ténd mechanikai energiavisszacsatolas az alaphértya rezgések
amplitudomaximumat kiemelve biztositja a hallaskiiszob kornyéki hangérzékelést (cochlearis
erésits), mig az amplitudé maximum koérnyezetében ellenkezd fazisban térténd mechanikai
energiavisszacsatolas révén kialakult aktiv hullimhossz csokkentés (,s7€li vagas”) lehetéve
teszi a cochlea finom frekvencia felbontéasat. Igy a kiilsg szérsejtek a cochlearis mechaika
aktiv sejtjeiként biztositjak az emlds halloszerv nagyfoki szenzitivitdsat és nagy felbon-

tésu frekvenciahangolasat.



A sejtfalmerevség és szerepe

A kiils6 szorsejtek oldalfalanak ultrastrukturalodasa nyoman létrejové sajatos, mar em-
litett mikromechanikai egységek (Raphael et al. 2000, membrane bending model) meg-
teremtik egy, a motor molekulaktol fiiggetlen, az oldalfal merevségét szabalyozo rend-
szer miikodésének szerkezeti alapjat. A sejtfal merevségének megvaltozasaval megval-
tozik a motorfehérjék eratviteli hatékonysaga is, mivel a motor fehérjék a sejtfal altal
kozvetitett mechanikai ellenallassal szemben dolgoznak.! Ily modon egy presztin-fiiggetlen
sejtfalmerevség szabalyozo rendszer lehet6vé tenné a kiils6 szérsejtek membrana basila-
risra torténd, aktiv energia visszacsatolasanak énszabélyozasat.

A kiils6 szdrsejtek merevségi viszonyait tobben vizsgaltak kiilonb6z6 mikrodeformacios
technikdkkal. Ezek koziil néhany kisérlet az oldalfal merevségének vizsgalatara sziiletett,
kiilonb6z6 sejtrégiokban torténd részletes Osszehasonlité merevségvizsgalat azonban ed-
dig még nem késziilt. Kordbbi irodalmi adatok arra utalnak, hogy a kiils§ sz6rsejtek
oldalfala mind htiz6, mind nyomo erd hatésara egyszerti rugalmas alakvaltozassal reagal,
jollehet ezek a kozlemények csupan az adott er6behatésra létrejott maximalis alakvaltozas
mértékét vizsgaltak, 2dinamikus mikrodeformacios vizsgalatok nem torténtek. Az oldal-
fal komplex felépitése azonban komplex mechanikai viselkedést feltételez, ezért fontos az
oldalfal huzoerdvel szembeni viselkedésének id6fiiggs (dinamikus) karakterizalasa, mely
lehet6vé teszi egy esetleges aktiv viselkedési komponens feltarasat. Egy ilyen, motor fe-
hérje fiiggetlen aktivitds megléte ugyanis a Corti-szerv dinamikus intrinsic adaptacios
mechanizmuséat bizonyitana, melynek lehetGségét Fridberger és mtsai (1998) korabban
felvetették.

A kiils6 szorsejtek efferens beidegzése

A kiils6 szérsejtek efferens rostjaikat a kontralateralis oliva superiorbol kapjak, a rostok
a sejttesteken az un. szinaptikus regioban végzédnek. Altalanosan elfogatott, hogy a
cochlea efferens beidegzése a cochlearis adaptacio és a tartos zaj elleni védelem fontos
eleme. Ennek megfelelGen az efferens rostok ingerlésének hatasara csokken az otoacusti-
cus emisszi6é nagysaga. A kiils§ szdrsejteken egyarant végzédnek olyan efferens neuronok
melyek neurotranszmitter anyaga az ACh és olyanok, melyeké a GABA. A kiils§ sz6rsej-
teken talalhaté ACh receptor a nikotinerg receptorcsaldba tartozo és un. «9/a10 ACh

receptor, mig a y-amino-vajsav receptor az un. GABA, receptor. A cochlean beliil ezek

!elektromechanikus , kuplung”
2un. statikus merevség vizsgalat



a receptorok tonotopikus elrendezddést mutatnak: az ACh receptorok a cochlea bazalis
kanyarulataban helyezkednek el a legnagyobb szamban, a cochlea cstcsa felé szamuk folya-
matosan csokken, mig a GABA receptorok szdma a cochlea csticsi kanyarulatdban mutatja
a legnagyobb siirtiséget, folyamatosan csékkenve a cochlea bazisa felé.

Az ACh megkotédése az a9/a10 ACh receptoron gyors Ca*™ bearamlast eredményez.
A bearamlo Ca?" egyrészt Ca?'-fiiges K esatornak megnyilasit eredményezi, mely kovet-
kezménye a K" kidramlas hatasara kialakuld hiperpolarizacio lesz, masrészt a szubszinap-
tikus ciszternalis rendszerbsl Ca?"-indukalt Ca?*t felszabadulést idéz els. Az igy létrejott
Ca?"felszabadulas kiilonboz6 foszforilacios folyamatokat indit el, mely a citoszkeletélis ele-
mek foszforilaciojahoz vezet, mely képes lehet megvéltoztatni a kiilsg szérsejtek mechanikai
sajatsagait. Dallos és mtsai (1997) a cochlea bazalis kanyarulataibol izolalt szorsejteket
vizsgalva azt talaltak, hogy ACh hatasara a sejtek axidlis merevsége jelentGsen csokkent
mikozben a gyors sejtmozgas amplitidoja jelentGsen novekedett. Az ACh altal 1étreho-
7ott valtozasok strichninnel és Ca?"™ megvonassal felfiiggeszthetsk voltak. Az ACh coch-
leobazalis sejtek elektromotilitisdra és tengely iranyd merevségére gyakorolt hatasanak
vizsgalata soran nyert eredmények arra utalnak, hogy Ca?'fiiggd foszforilacios folyama-
tok fontos szerepet jatszhatnak a kiilsG sz6rsejtek merevségszabalyozasiban. Az ACh
alatal létrehozott hiperpolarizacidhoz hasonld doézisfiiggs reverzibilis membranpotencial
valtozas GABA esetén is megfigyelhetd, ugyanakkor semmilyen vizsgélat nem tortént a
GABA sejtmerevségre gyakorolt hatasat tekintve, ennek megfelelGen Gsszehasonlité iro-
dalmi adatok sem allnak rendelkezésre a két jelatvive sejtmerevségre gyakorolt hatasarol.
Mivel a kiils6 szérsejtek miikddési hatékonysaga a sejt merevségi tulajdonsigaitol fiigg, az
oldalfalmerevség szabalyozasanak vizsgalata kozelebb vihet az elektromechanikus transz-
dukci6 szabélyozasanak és a cochlearis erdsité automatikus beallité mechanizmusainak
megértéséhez. Ezért tartjuk sziikségesnek az ACh és a GABA sejtfalmerevségre gyakorolt
hatasanak cochleobazalis és cochleoapikalis localizaciobol izolalt sejteken torténd ossze-

hasonlito vizsgalatat.

A mikrodeformaci6s technika

A kiilsG szlrsejtek merevségvizsgalata un. mikrodeforméacios technikakkal lehetséges,
melyek soran a kiils6 szérsejtek valamely mechanikai hatasra adott alakvaltozasat vizs-
galjak. Az igy kialakult alakvaltozas mértékébsl meghatarozhato a sejt hosszanti ill.
oldalfal merevsége. A mikrodeformacios technikdk két csoportba sorolhatoék, aszerint,

hogy a kiilsé szérsejtek deformaciojat milyen modszerrel érik el. Ennek megfelelGen vizs-



galhatjuk a sejt nyomé erére kialakult alakvaltozasat, mely soran egy specidlis mikro-
er6mérchoz kapcesolt iivegriddal a sejtre gyakorolt nyomoéerd altal 1étrehozott alakvaltozas
mértékébdl hatarozzuk meg a sejt merevségét. Ez a technika alkalmas a sejtek hosszanti
és keresztirdnya merevségének meghatarozasara is, a tényleges oldalfalmerevség mérésére
azonban csak nagyon kis kitérések mellett alkalmas. A mésik mikrodeformécios technika a
sejtfal hzoerdvel szembeni deformalodasat méri, mely soran a sejt oldalfaldra mikropipet-
tan keresztiil ismert negativ nyomast csatolunk. Ebben az esetben a sejtfal merevségét a
sejtfal pipettaba valo behizodasanak mértékébol hatarozhatjuk meg. Ezzel a technikaval
kozvetlen médon csak az oldalfal merevségét tudjuk mérni, de a keresztiranyt és hosszanti
merevség kozotti Osszefliggés alapjan a hosszanti merevség szamolhaté. A mikrodefor-
méacidé meghatarozasara mindkét technika a kiilsé szérsejtekrél késziilt felvételek vizualis
elemzését hasznalja. Megfelel6en pontos mérések csak megfelel nagyitas és megfelelg
feloldoképesség mellett lehetségesek. Ugyanakkor a sejtekrsl készitett nativ képeken a
sejthatar nem kiiloniil el elég élesen a hattértsl, ami a mérési eredmények nagy szorésat
és magas mérési hibat eredményez. Kiilon nehézséget jelent, hogy az iivegpipettaba be-
huzott sejtfalrészlet kontrasztja tovabb romlik a pipetta falan torténd fényszorodas miatt.
A sejtmembran fluorescens jel6lése jol elkiilonithetd sejthatart eredményez, de hasznélata
technikailag igen nehéz. A mikropipettan keresztiil alkalmazott szivoerd altal 1étreho-
zott mikrodeforméaciot vizsgalo eljards legnagyobb elénye az, hogy alkalmas kis oldalfal

szakaszok (patch-ek) elkiilonitett vizsgalatara.

1. Célkittizések

1. A szakirodalomban korabban mar leirt, a mikropipettan alkalmazott szivoers altal
létrehozott mikrodeformacié mérésén alapuld oldalfalmerevség meghatarozé mod-
szer mérési pontossidganak javitasa egy digitélis képfeldolgozo eljaras kidolgozaséaval,

mely lehet6vé teszi a sejthatar megfelel§ identifikdlasat a mikroszkopos felvételeken.

2. A kiils§ szorsejtek oldalfalmerevségének Gsszehasonlitd vizsgalata a cochlea bazéalis

és csucsi kanyarulataibol elkiilonitve izolalt sejteken.

3. A cochlea bazalis és csicsi kanyarulataibol elkiilonitve izolalt kiilsé szérsejteken kis
léptéki sejtfalmerevség térképezés elvégzése a sejt hossztengelye mentén, valamint

ennek Osszehasonlitd vizsgalata a kiillonboz6 cochlearis lokalizacioju sejteken.

4. A kiils6 szérsejtek oldalfalmerevségének dinamikus idéfiiggd vizsgalata, idékarakte-

risztikdjanak felvétele, az oldalfal mechanikai behatésra adott valaszanak jellemzése.



5. Az efferens neurotranszmitterek hatasanak Gsszehasonlits vizsgalata a sejtfalmerev-

ségre.

6. Az efferens neurotranszmitterek hatasdnak vizsgalata a sejtfalmerevség idSkarakte-

risztikajara.

Anyagok és modszerek

SejtelSkészités

A kisérletekhez pigmentalt, fiatal, ép Preyer-reflexti, pentobarbitallal tulaltatott ten-
geri malacokat hasznaltunk. A Corti-szerv kivétele utan szobahémeérsékleten kollagenaz-
emészteést alkalmaztunk (IV tipus, Sigma, 1 mg/ml), mely utan a kiilsg szérsejtek finom
mechanikai behatassal levilaszthatova valtak. A kiilsé szérsejteket a cochlea csiicsarol
és alapjarol elkiilonitve izolaltuk, mely eredményeként cochleobazalis és cochleoapikalis
lokalizaciobol szarmazo sejtpopuldciokat kaptunk, 28,5 £5um ill. 75£3um 4atlagos sejt-
hosszal (n=87). A vizsgélatokhoz szabalyos, hengeres alakd, nem granulalt citoplazmaja
sejteket vilasztottunk melyek sejtmagja bazalis helyzeti volt. Extracellularis oldatnak
a szabvanyos Hank féle kiils§ oldalot hasznaltuk, mely Osszetétele (mM-ban): 136,75
NaCl, 5,36 KCI, 0,34 NaoHPO,, 0,44 KH,POy,, 0,81 MgSO,, 1,26 CaCly, 5,56 gliikoz,
4,17 NaHCO3, 10 HEPES (pH 7,4, 300 mOsm/1). A kalciummentes kiils6 oldatot a Hank
oldat osszetételének felhasznalasaval készitettiik, azzal a kiilonbséggel, hogy a kalciumot

ekvimolaris magnéziummal helyettesitettiik és az oldatot kiegészitettiik bmM EGTA-val.

A kiils6 szoérsejtek mikroszkopos vizsgalata és a mikrode-
formacié mérése

A méréseket kiilsg oldattal toltott folyadékkamraban (200 pl) végeztiik, inverz, faziskont-
raszt mikroszkop alatt, 400x nagyitds mellet. A sejtek faziskontraszt képeit digitalisan
rogzitettiik. A rogzitett képek digitalis tisztitdsa, zajmentesitése utan a jobb lathatosag
elérésére pszeudokolor atalakitast végeztiink: a kiilonb6z6 optikai stirtségi sejtpartiku-
lumok kiilonbo6z6 sziirkearnyalatos képpontként vald leképezése utan a sziirkearnyalatos
képpontokat meghatarozott algoritmus szerint megfelel -nem valdsaghti- szinnel jelolve

pszeudokolor képet nyertiink.



Az alkalmazott technikai eszko6zok

A sejtek Nikon TMS-F mikroszkoppal nyert faziskontraszt képeinek digitalis rogzitése
Sony DXC-107P CCD-kamera segitségével IBM kompatibilis PC-hez csatolt kiils§ digi-
talizalo kartyan keresztiil (Pinnacle Systems, Inc. USA, California) tortént, 24 bit-es
szinmélységet hasznéalva. (Az ehhez a folyamathoz hasznalhat6 szamit6gép minimum
kovetelménye: 200MHz Pentium IT MMX processzor, 32MB RAM, 4MB video RAM, 2GB
IDE HDD.) Az adatelemzéshez hasznalt szamitogép 1.8 GHz Pentium IV processzort, 256
MB RAM-ot, NVIDIA GeForce-2 videokartyat és 20GB IDE HDD-t tartalmazott.

Az alkalmazott programok és a képanalizal6 eljaras

A képdigitalizalashoz a Pinnacle digitalizaloé kartya sajat szoftverét hasznéaltuk (Stu-
dio PCTV 1.00.2). A képfeldolgozashoz és a pszeudokolor eljarashoz sajat fejlesztési
szoftvereket hasznaltunk, melyek Turbo Pascal programnyelven {rédtak. A képfeldolgo-
zas els@ 1épése az eredeti sziirkedrnyalatos képek olvasasa és egyedi fajlformatumba valo
konverzidja. Ezt koveti a képek kiilonb6z6 algoritmusok szerint valo szinkodolasa.

A kozvetlen szindtalakitasi eljaras soran az algoritmus a képpontok sziirkedrnyalatos
skadlan 1évé kodjahoz kozvetleniil hozzarendeli az ennek megfelel6 VGA szinkodot, ily
modon kozvetleniil sszekapcesolja a sziirkedrnyalatos kddrendszert a VGA szinskalaval.
Ennek az egyszert algoritmusnak programkdrnyezetbe valo beiiltetése konnyen megold-
hat6, hatranya, hogy az egyes sziirkearnyalatokhoz rendelt szint csak a VGA szinskila
standard felosztésa hatarozza meg, igy nem minden esetben kiiloniilnek el megfelelGen az
egymashoz kozel es6 sziirketonust hatarvonalak.

A kis tonuskiilonbségek kiemelésére alkalmas a képkivonasos eljaras, mely soran az
eredménykép két kiillonboz6 kisérleti helyzetrdl digitalizalt kép identikus pontjainak kivo-
nasaval jon létre, amit az eredménykép szinkodolasa kovet. Ennek az eljarasnak az ered-
ményeként a kiilonbo6z6 kisérleti dllapotok kozotti kiillonbségek kiemelhetdk, ill. megjele-
nithetdk. Az eljaras specialis formaja a hattérkivonasos modszer, mely soran informaciot
nem, csupan ,vizualis zajt” tartalmazo hattérfelvétel képpontonkénti kivonasa torténik az
informéaciot tartalmazo képbd6l. Az igy végzett optikai zajmentesitést kovetGen torténik a
szinkodolés.

Az arnyalatkiemeléses eljarassal tovabb javithaté a konturkimelés. Az eljaras modot
ad egy arnyalat tartomény elére meghatéarozott, a kornyezetbdl jol kiemelked6 szinkoddal
vald ellatasara ill. az adott arnyalattartomény szinkiegyenlitésére. Sziikebb tartoméanyt

valasztva, lehetGség nyilik az azonos, vagy kozel azonos optikai stiriiségii sejtpartikulumok



kérnyezetiikb6l vagy a hattérbsl valo kiemelésére.

felelg lathatosag érhetd el. Az eljarasok kivalasztasa individualisan tortént, a program-
paraméterek kozvetlen beallitdsaval. Az egyedi fejlesztés programokat a Red Hat 8.0
linux-disztribucio xdosemu futtatési kornyezetében hasznaltuk. (A Turbo Pascal nyelven
irt programok legnagyobb elénye a platformfiiggetlenség, mivel pascal forditok egyarant
elérhetéek DOS, Windows, MacOS, Linux, Unix, SunOS, OS2 operacios rendszerek alatt.)

A képanalizalé eljaras tesztelése

A képanalizalo eljaras tesztelésére és kalibralasara a Farkas és Sziklai (2003) altal leirt,
mikroaramlas altal kivaltott lassi szérsejtkontrakcié detektélasat hasznéltuk.

A sejtkontrakcio6 kivaltasara kalibralt, kézzel vezérelt gravitacios mikroaramlasos rend-
szert hasznaltunk, mely kikiiszobdli az elektromechanikus pumpéaval miik6dé rendszerek
inditasi 16késhullama altal keltett nem kivanatos hatasokat.

A perfuzits pipettakat Clark EC 15TF tivegkapillarisbol készitettiik, 75+6 pum belsé
AtmérGvel. A pipettat polietilén csé segitségével miianyag csapon keresztiil egy 2 cm?
drtartalmi nyitott mtanyag tartdlyhoz csatoltuk, mely folyadékszintjét a mérésekhez
hasznalt, ismert térfogati medence folyadékszintjére egyenlitettiik ki, tigy, hogy a per-
fazios pipettaban sem kifelé, sem befelé irdnyuld dramlés ne legyen. Az egyensilyi fo-
lyadékszint beallitasa a duplex folyadékkamra méasodik medencéjében tortént, az dramlas
lathatovatételéhez fenol-voros indikatort hasznaltunk.

Az aramlasi rendszer kalibralasakor a folyadék rezervoir-ba ismert térfogati folyadékot
(20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 pl) adagoltunk és megmértiik a folyadékkamraban 1évé
folyadék térfogatat az aramlas megindulasat kovets 1., 2., 3., 4. és 5. perc végén.

A sejtkontrakci6 kivaltasahoz hasznélt pipetta a sejtektdl 50um tavolsagra keriilt el-
helyezére, gy, hogy szdjadékanak als6 széle a folyadékkamra aljdhoz tdmaszkodjék, a
sejttest kozepére merdlegesen mutatva. A mikroperfizios rendszer kalibracios gérbéinek
felhasznalasaval (7. abra) beallitott kiilonb6z6 aramlasi sebességek mellett megmeértiik a
sejtek nyugalmi, majd 1 perc aramoltatis utani hosszat a nativ faziskontraszt ill. pszeu-
dokolor eljardssal nyert képeken kontroll koriilmények kozott és Gd®Tjelenlétében, majd

az igy nyert eredményeket Gsszevetettiik.



Az oldalfal merevségének vizsgalata

Az oldalfal merevségét az Oghalai és mtsa-i (1998) altal korabban leirt, aspiracios mikro-
deformacios technika adaptalt véltozataval vizsgaltuk. Az ehhez sziikséges mikropipet-
tdkat 2,8 um-s bels6 atmérdvel Clark EC 15 TF iivegkapillarisbol készitettiik 5 1ép-
cs6s formalasi programmal (Flaming/Brown Model P-87). Az extracellularis oldattal
feltoltott pipettdkat a megfelels, szabalyozhaté negativ nyomas biztositasara egy vizosz-
lopos manométerhez csatlakoztattuk. Megel6z6 bemérd kisérletek utdn a vizsgalatokhoz
4-10 HoO em (0,39 nN/um? -0,98 nN/um?) kozotti negativ nyomastartoméanyt valasztot-
tunk, mely tartomanyban az oldalfal harom rétegi struktirdja a szakirodalom szerint is
intakt maradt. A méréseket kiilsG oldattal toltott folyadékkamraban végeztiik, faziskont-
raszt mikroszkop alatt, oly modon, hogy a kiilsG szérsejt oldalfalahoz illesztett pipettara
kapcsolt negativ nyoméas hatasara a mikropipettaba behuz6do oldalfalrészlet faziskont-
raszt képeit CCD kamera segitségével PC-hez csatolt kiils6 digitalizalo kartyan keresztiil
rogzitettiik. A rogzitett képek digitalis tisztitdsa, zajmentesitése utan a jobb lathatosag
elérésére pszeudokolor atalakitast végeztiink (lésd fent), mely utan 18 képpont/um képfel-
bontas alakult ki. A sejfalrészlet behtzdédasanak mértékétaz aldbbi moédon hataroztuk
meg: az 1 szamu vonal, melyet a mikropipettaszidjadékanak vetiiletére fektettiink, szolgalt
a viszonyitasi pontnak. Az ezzel parhuzamos, az oldalfalrészlet gorbiiletére merglegesen
fektetett 2 szamu vonal és a viszonyitasi vonal kozotti tavolsagot tekintettiik a pipet-
taba betiiremkedd oldalfalrészlet hosszéanak, melybdl a merevségi mutatot (Sp-stiffness

parameter) az alabbi Gsszefiiggést hasznéalva hataroztuk meg:

S, = —AP -y 7 AL (1)

ahol AP (nN/um2 ) a pipettan keresztiil applikalt negativ nyomas; r (um) a mikropi-
petta belsé atmérgje; AL (um) a pipettaba behtuzodé oldalfalrészlet hossza.

Az alkalmazott negativ nyomas(AP) hatasara kialakul6 oldalfal behuzodas (AL) mér-
tékének jellemzésére 30 masodperces, 4-10 H,O c¢m-s negativ nyoméaspulzusokat alkalmaz-
tunk a mikropipettan keresztiil az oldalfalra 30 masodperces megszakitasokkal. A pipet-
taba torténd oldalfal behtuzodast (AL) a negativ nyoméaspulzus végén hataroztuk meg. Az
oldalfal behtizddas karakterisztikdjanak jellemzésére allandd, 6 HoO cm-es negativ nyo-
méast alkalmaztunk 2 perces idGintervallumban, az oldalfal behizodéast 10 mésodperces
gyakorisdggal hataroztuk meg.

A vizsgalatokhoz a kiils§ szérsejteket hossztengelyiik mentén az alabbi régidkra osz-
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tottuk: infrakutikularis vagy apikalis régio, sejtkozépi régio (az infrakutikuléaris régiotol
a sejtmag fels§ vonaldig), -mely magaban foglalja a kozvetleniil a sejtmag folott elhe-
lyezkedd szupranuklearis régiot-, valamint az infranuklearis régio, a sejtmag alsé élétdl a
szinaptikus polusig terjedGen. Ezeket a régidkat ugyanazon sejten, ugyanazt a pipettat

hasznalva vizsgaltuk.

Farmakologiai vizsgalatok

Az oldalfalmerevség szabalyozasanak vizsgalatahoz a presztinmiikodést gatlé néatrium-
szalicilatot és az ismert aspecifikus kationcsatorna blokkolé GdCls-ot (Sigma) hasznaltuk.
Mindkét anyagot bmM-os téménységben (ph 7,4, 300mOsm/1) az extracellularis oldatban
alkalmaztuk, gy, hogy a kiils6 szérsejteket 10 percen keresztiil tettiik ki a hatdsuknak
(Chan és Ulfendahl 1999). Az efferens jelatvivék oldalfalmerevségre gyakorolt hatasanak
vizsgalatdhoz ACh-t és GABA-t, ill. ezek specifikus gatloszereit (strichnin és bicuculin)
hasznaltuk, mindegyik anyagot 50 M koncentracioban, 4 percen keresztiil. A bicuculint
oldékonysagi tulajdonsagai miatt elsg lépésben DMSO-ban oldottuk, majd ebbél az TmM-
os torzsoldatbol tovabbhigitas soran kaptuk a felhasznalt oldatot. A DMSO végkoncentra-
cioja a kiils¢ oldatban kevesebb mint 0,1% volt, mely a megel6z6 bemérd kisérletek soran
nem befolyasolta kimutathatdé mértékben az oldalfal viselkedését (nem abréazolt adatok).
Az oldalfal merevségét allando, 6 HoO cm-es negativ nyomassal vizsgéaltuk 2 perces idGin-
tervallumban a behatas el6tt és 2 perces iddintervallumban a behatasi id6 végén. Egy

sejtet csak egy tesztoldattal vizsgaltunk.

Adatfeldolgozas, statisztikai analizis

A kisérleti adatokra illesztett modellgorbéket és modell paramétereket a Gnuplot nevi,
programozhaté illesztGprogram segitségével nyertiik, a statisztikai szamitasokat a Sal-
Stat ill. SigmaStat nevid statisztikai programmal végeztiik. A Gnuplot és a SalStat
program GNU GPL liszenc alatt all. Annak ellenorzésére, hogy a kiilonb6z8 allatok-
bol nyert sejtek azonos modon viselkednek-e, a merevségi mutatot (1. egyenlet) és a
feszesség beallito sejtvalaszt (regulatory stiffness response, lasd késébb) jellemzé modell
paramétereket meghataroztuk (5. egynelet) 5 kiilonb6z6 allatbol izolalt, Gsszesen 27 sejten
és ANOVA variancia analizisnek vetettiik ala, mely alapjan a kiilonbo6z6 allatokbol nyert
sejtek viselkedése gyakorlatilag nem kiilonbozik (p>0,5), igy a kiilonb6z6 allatokbol izolalt

sejteken végzett mérések egyméssal dsszevethetSk. A statisztikai szempontbol fiiggetlen
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csoportok statisztikai vizsgilata kétmintés t-probaval, a kiilénb6z6 kezelések hatasanak
statisztikai vizsgalata ANOVA és Dunnett szerinti kontrollcsoporthoz torténd tobbszoros
viszonyitasi eljarassal tortént (szignifikanciaszint p=0,05). Az ACh és GABA jelenlétében
a modell paraméterekben észlelt valtozasok szazalékban (%) keriiltek megadasra a jobb
attekinthetGség érdekében. Az 5. egyenlet felhasznaldsaval egyenként keriiltek illesztésre
a kisérletben résztvevs sejtek mérési eredményei, (vizsgalati csoportonként 10 sejt) az
igy szamolt modell paraméterek atlagabol keriilt meghatarozasra a szazalékos valtozas:
[(atlag-atlagiontron ) /atlagkontron) X 100]. A megadott szorasokat a Gauss féle hibaterjedési
fiiggvény felhasznalasaval hataroztuk meg. Hasonloképpen jartunk el a fesziilés indukalta

lassii sejtosszehtizodas esetében is.

Eredmények

A képanalizal6 és pszeudokolor eljaras hatékonysaga

Az optikai rendszer magas kontrasztot ado, ismert méretd probatesten végzett kalibra-
lasa soran 18 képpont/um felbontas adodott, ami azt jelenti, hogy az elemzésre keriils
képeken 1 képpont 0,055 um tavolsagnak felel meg. A pszeudokolor eljaras lehetGvé teszi,
hogy az €16 sejtek gyenge kontrasztot ado sejthatarai pontosan elkiilonithetéek legyenek.
A mikropipettaba behuzodott oldalfalrészlet hatarai a pipetta anyaganak optikai aktivi-
tésa kdvetkeztében lényegesen halvanyabban, elmos6dottan dbrazolodnak a faziskontraszt
képeken. A pszeudokolor eljaras alkalmazasa utan a behtizodott oldalfalrészlet hatérai is
jol azonosithatova valnak.

Az eljaras alkalmazhazosagat mikroaramlas altal kivaltott lassa szérsejtkontrakeiod de-
tektalasaval ellendriztiik, melyhez els§ lépésben a mikroperfiizios rendszer kalibracioja
tortént. Ennek soran azt taldltuk, hogy a mikroperfaziés rendszer a 0-5 perces idGinter-
vallumban linearis kidramlast, ill. id6ben alland6 dramlasi sebességet biztosit, fliggetleniil
a gravitacios tartalyra terhelt folyadéktérfoggattol. Az aramlasi sebesség és a gravitacios
tartalyra terhelt folyadékmennyiség exponencialis Osszefiiggésben all. A kalibraciés gor-
bék felhasznéalasaval 0,6-2,1 pl/perc aramlasi sebességi tartomanyban jol kontrollalhato,
alacsony aramlast mikroperfzids rendszer jon létre.

A mikroaramlés altal kivaltott reverzibilis lasstu szérsejtkontrakcid pszeudokolor képe-
lemzési eljarassal valo detektalasa sorén a korabbi irodalmi adatoknak megfelelGen linearis

Osszefiiggést talaltunk az adramlési sebesség és a sejtosszehiizodas kozott. A nativ fazis-
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kontraszt képeken végzett mérésekhez képest a pszeudokolor képelemzéssel nyert ered-
mények szorasa jelentdsen alacsonyabb (~20%), az eljaras nem novelte meg jelentésen a
feldolgozashoz sziikséges idGt. A nem-szelektiv kation csatorna blokkolo Gd** (5 mM) al-
kalmazasa jelentGsen a cstkkentette a mikrodramlas indukalta sejtkontrakciot, fliggetlentil
attol, hogy nativ faziskontraszt, vagy pszeudokolor eljarassal atalakitott képek elemzésével
végeztiik a méréseket. Az atalakitott képeken végzett mérések azt mutatjak, hogy a
Gd?" jelenlétében a mikroaramlas indukalta sejtkontrakcio lineéris karakterisztikdja meg-
marad, csak az illeszthet§ egyenes meredeksége valtozott a kontroll koriilmények kozott
észlelhetd 1,98-r61 0,51-re (regresszios koefficiens rxontron=0,98; rgqs+=0,65). Ezzel szem-
ben a nativ képek elemzésével nyert adatok viszont nem mutatnak statisztikailag kimu-
tathato Osszefiiggést. Ennek alapjan elmondhatjuk, hogy a pszeudokolor eljaras amellett,
hogy hatékonyan csokkenti a mikrodeformacio6 vizsgalatanak mérési hibajat, lehetévé teszi

nagyon kicsi valtozasok megfelels detektalasat is.

A kiils6 szérsejtek oldalfal merevségének jellemzése a
kiilonb6z6 sejtrégiokban

A negativ nyomaspulzus végén meghatarozott pipettaba torténd oldalfal behtizodast (AL)
abrazolva az alkalmazott negativ nyomas fiiggvényében -mas szerz6khoz hasonloan- jol
illeszkedd linearis Osszefiiggeést talaltunk (r=0,91; p<0,001) a negativ nyomés mértéke és
az ennek hatasara kialakulo sejtfalbehtizodas kozott (AL-AP), fiiggetleniil a sejtrégiotol.
A kiilonb6z6 sejtrégiokban végzett mérések soran azt talaltuk, hogy az oldalfal merevsége
(Sp) 1,83£0,13 nN/pum és 1,14+0,16 nN/um, (4tlagESD) kozotti tartomanyban véaltozik
az apikalis és szinaptikus polus kozott. Az oldalfal merevsége az infrakutikularis régioban

a legnagyobb, a sejtkézépi régioban csokken és az infranuklearis régioban a legkisebb.

A cochlea kiilonboz6 régi6ibdl izolalt kiilsé szoérsejtek

oldalfal-merevsége

A kiils6 szérsejtek oldalfala merevségének feltérképezése soran a 6 HoO cm-s negativ nyo-
méas mellett kialakult oldalfalbehiizodést vizsgaltuk. A cochleoapikilis sejtek esetében az
oldalfal-behiizodas az els6 ~12 pum-n kozel allando, majd folyamatos emelkedést kovetGen
ismét alland6 végig a sejtkézépi régioban a sejtmagig, végiil a mag alatti szinaptikus

régioban ismét megnovekszik.
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A sejtmagnak megfelel oldalfalszakasz merevségi mutatojat nem tudtuk meghatarozni
az altalunk alkalmazott moédszerrel, mivel ezen teriilet fokozott merevsége miatt a ki-
alakulo oldalfalbehtizodas tal kicsi ahhoz, hogy az a képelemzések soran megfelelGen
azonosithato legyen. A 6 HyO cm-s negativ nyoméas mellett kialakult oldalfalbehtuzodéas
allandénak bizonyult a szinaptikus régio teljes teriiletén, a szadmitott merevségi mutatod
ebben a régioban volt a legkisebb a vizsgélt régiok koziil. A szivoerd hatasara kialakulo
oldalfal behtiz6das hasonlé hosszanti elrendezédést mutat mind a cochleoapikalis mind a
cochleobazalis régiobol izolalt sejtek esetében, beleértve a nem abrazolt részeket is, az-
zal a kiilonbséggel, hogy a révidebb cochleobazalis sejtek esetében az azonos merevségi

szakaszok hossza is ardnyosan révidebb.

Az oldalfal merevség htizéerével szembeni id6fiigg6 karak-
terisztikaja

Az oldalfal behuzodas idéfiiggvénye (AL-AT) a szupranuklearis régiokban azonos karak-
terisztikat mutat, a kiilonb6z6 oldalfal merevségi pozicidkban a gorbék kozott csak kvan-
titativ eltérés észlelhets. Ugyanakkor a szinaptikus régioban felvett AL-AT gorbe kvali-
tativ kiillonbséget mutat a szupranuklearis régiok gorbéihez képest. A szinaptikus régioban
a AL-AT gorbe egy egyszerii exponencialis fliggvénnyel leirhatd, mig a szupranuklearis
régiokbol nyert gorbék tartalmaznak egy szigmoid komponenst a negativ nyomas app-
likalasa utani 30 és 60 masodperc kozotti idGintervallumban (feszesség beallitod sejtvalasz-
regulatory stiffness response). A negativ nyomés oldalfalra valo applikalasa ezen kiviil in-
dukal egy, a szigmoid komponens megjelenésével szimultan zajlo, Boltzmann fliggvénnyel
jol leirhato lassti szérsejtmozgést is, melynek legnagyobb sebessége ~0,03 yms™. Mind-
két jelenségre igaz, hogy nem mutathato ki szignifikins kapcsolat az intenzitasuk és a
sejthossz kozott.

A lassu sejtvalasz kalcium mentes kiilsé oldatban valé inkubélés soran elttinik (n=10,
nem abrazolt adatok), mikézben a nyugalmi oldalfal merevség (1,35 nN/um) szignifikan-
san megemelkedik (1,99 nN/um) (p<0,003). Ugyanakkor a AL-AT gérbén megfigyel-
het6 egy jelzett toréspont az 50 masodperces mérési pontnak megfelelGen, mely a nor-
malis kalciumtartalma kozegben észlelhetd aktiv oldalfal-valasz megjelenési pontja. Az
infranukleéris régioban a AL-AT gorbe kalcium elvonas mellett is megtartja az eredeti
viselkedését.

Mivel a kalcium mentes kiils6 oldatban a kalciumot magnéziummal helyettesitettiik,

kontroll kisérleteket végeztiink a Mg?toldalfalmerevségre gyakorolt hatasét tekintve, mely
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soran azt talaltuk, hogy a kiilsé oldat Mg?"koncentraciojanak valtoztatidsa nem okozott
kimutathato valtozast a kiils6 szérsejtek oldalfalanak merevségében. A merevségi mutatod
1,3540,23 nN/um volt a normal kiilsé oldatban (0,81 mM Mg?") és 1,2740,2 nN/um volt

a 2mM koncentraci6ju Mg?'-t tartalmazo oldatban (n=10).

A kiils6 szérsejtek oldalfalanak htuzéerdre adott passziv

valaszat leir6 modell

A szivoer§ hatésara mikropipettaba behuzodo oldalfalrészlet hosszanak idéfiiggése (L)
az alabbi modell segitségével irhato le: A kortikalis racsozat két pillérfehérjéje kozé esG
plazmamembran és a hozza kapcsolo citoszkeletalis elemek specidlis rugalmas egységeket
alkotnak, mely rugalmas egységnek két allapota van, egy nyugalmi és egy, az adott erGbe-
hatasra kialakul6 megnytulasi allapota. A két allapot kozotti atalakulas egyiranyt, el-
s6rendi kinetikat kovet. Amennyiben a negativ nyoméas oldalfalra valo applikalasa elGtt
(t—0) a rugalmas egységek nyugalmi allapotban vannak, a pipettaba behtzodott oldalfal-

részlet hosszanak valtozasa az id§ fiiggvényében (Ly) :
Li=a-(1—e" (2)

ahol a az oldalfal maximélis megnyujthatosaga |a rugalmas egységek szaméanak (Ny) és
az adott negativ nyomasértékhez tartozo egyensulyi hosszénak (1) szorzata|, b a rugalmas
egységek megnyulasi sebességi adllanddja és e az un. természetes szam.

Figyelembe véve, hogy az oldalfal a pipetta szdjadékdhoz nem tapad tokéletesen, sza-
molnunk kell azzal, hogy a szivo er6 hatasara az oldalfal nagyon lassan becstiszhat a pipet-
taba (sliding), magéaval vonva a felszin alatti ciszternalis rendszert és a citoszol egy részét.
Igy a pipettaba behizodo oldalfal részlet hosszanak idéfiiggése csak passziv mechanikai

valaszt feltételezve:

Li=a-(1—e®™) +m-t+k (3)

ahol m: az un. csuszamlasi tényezd (sliding modulus), k: viszkozitési egyiitthato , ¢:
az id6, a, e, b, mint fent.

A kisérleti adatok ezen modellel valo matematikai illesztésével meghatarozhato a csu-
szamlasi tényezd mely atlagosan 0,00022um /s, ami a vizsgalt 120 masodperces idGinter-

vallumban az oldalfal 0,026pm-es becsiszasat eredményezi a mikropipettidba 6 HyOcm
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negativ nyomas mellett.

A kiils6 szo6rsejtek oldalfalAnak hitizoéer6re adott aktiv

viselkedésének modellezése

A kortikais racsozat két pillérfehérjéje kozé esé plazmamembran és a hozza kapcsold
citoszkeletalis elemek alkotta egységek nemcsak rugalmas egysegekként, hanem elemi mo-
toros egységekkent is képesek miikodni (elaszto-motoros egység). Ennek megfelelGen a
AL-AT gorbén megjelené szigmoid komponenst a pipettaba beszivott oldalfal elaszto-
motoros egységeinek aktiv 0sszehiizodasaként modelleztiik. A modelliink azon a feltevésen
alapul, hogy a pipettaba valo beszivas kévetkeztében a sejtfalban kialakult mikrodefor-
macio altal létrehozott fizikai fesziilés (o) un. fesziilés-kapuzott (stretch-gated) ioncsa-
tornakat aktival, és a kovetkezményes Ca®*bearamlas vezet az elaszto-motoros egységek
Osszehizodasahoz.

Az oldalfal fesziilesének idofiiggése [o(t)], mely szabalyozhatja a fesziilés kapuzott

csatornak aktivitasat, az alabbiak szerint irhato le:

Fp—M- [a.(175—bt';>+m-t+k]

oft) =~ A (4)

ahol F; a fesziilést 1étrehozo feszits erd, Fj, a negativ nyomaés altal kozvetitett hiazoerd,
M a behuzott oldalfal részlet tehetlenségi momentuma, A pedig a behtzott oldalfal részlet
feliilete.

Tekintve a huzoers (F, ) és az behtizott oldalfal részlet hosszanak nagysigat (~3x10°N
ill. ~2x10%m) a fesziilés idsfiiggése egy alacsony emelkedésti exponencialis gorbével irhato
le, mely jol kozelithetd egy egyenessel a mikropipetta-aspiracd 0-120 mésodperces idGtar-
tama alatt. Figyelembe véve a fizikai fesziilés idéfiiggését, és az ioncsatorndk igen révid
aktivalodasi idejét, az aktivalodott elaszto-motoros egységek szamanak idéfiiggését egy
Boltzman fiiggvénnyel irhatjuk le. Ennek megfelelGen a szupranuklearis régiok AL-AT

gbrbéi az aldbbiak szerint irhato le:

Lo(t)—a-(1-e®")-—S—tm-t+k (5)
l14+e d

ahol ¢: a behuzott oldalfal-szegmens maximélis aktiv retrakcidja; d: az oldalfal-

szegmens retrakciojanak sebességi dllandoja; ty: a folyamat féléletideje.
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A szalicilat és a Gd3™ hatasa a kiils6 sz6rsejt oldalfalanak

aktiv és passziv viselkedésére

A sralicilat kozismerten gatolja a kiils§ szérsejtek presztinhez kotott (gyors) motilitasat.
Annak ellenorzésére, hogy az oldalfal fent leirt aktiv valasza fiiggetlen-e a presztin mii-
kodésétsl osszehasonlitottuk az oldalfal htzoderével szembeni idofiiggs karakterisztikajat
(AL/At gorbék) kontroll koriilmények és szalicilat jelenlétében. Ennek soran azt talaltuk,
hogy szalicilat jelenlétében (hmM n=10) sem a AL/At gérbék aktiv, sem a AL/At gorbék
passziv karakterisztikdja nem valtozott meg szignifikinsan (nem abréazolt adatok). Kat-
ioncsatornak oldafalmerevség szabalyozasban betdltott szerepének vizsgélatara egy nem
specifikus kation csatorna blokkolé anyagot, Gd3>"-t (5mM, n=10) adtunk az inkubal6
oldathoz. Mikdézben a Gd*" gatolta a negativ nyomés kivéltotta sejtrovidiilést (a maxi-
malis sejtosszehtizodas mértéke 0,8510,23-r61 0,5+0,18-re valtozott; n=10) lathato, hogy
Gd3" hatasara tobbrétii valtozas jott létre a AL/At gorbén is. A legfontosabb véltozas
az aktiv merevség szabalyozas jelentGs csokkenése, melyet a 30-60 masodperc kozotti
szigmoid gorbekomponens (lasd fent) ,elsimulasa” jelez. Az oldalfal passziv viselkese is
megvaltozott, ami a gorbe y-tengely mentén valo lefelé tolédasaban nyilvanul meg. A
kordbban részletezett matematikai modelliink lehet&séget ad arra, hogy egyrészt kiilon-
valasszuk a Gd3"hat4sat az aktiv és a passziv oldalfalviselkedésre, méasrészt meghataroz-
zuk ill. elemezziik ezeket a valtozasokat. Az igy meghatarozott, oldalfalviselkedésre
vonatkoz6 mutatok mindegyike szignifikinsan kiilonbozik a kontroll koriilmények kozott
meghatarozott mutatoktol. A mutatok valtozdsanak iranya megegyezik a mutatok Ca?™
megvonas hatésara kialakult valtozésanak iranyaval, a Gd**Thatasa azonban elmarad a

Ca?" megvonas hatasatol.

Az ACh és GABA hatasa a cochlea kiilonb6z6 helyeir6l

izolalt kiils6 szérsejtek oldalfalmerevségére

Kontroll koriilmények kozott nincs szignifikans kiilonbség a cochleobazisrdl és a cochle-
acsucsrol izolalt sejtek oldalfalmerevsége kozott ( kétmintés t-proba, p=0,7). Az ACh
(50uM) és GABA (50uM) oldalfalmerevségre gyakorolt hatésa fiigg a kiils§ szérsejtek
cochledn beliili elhelyezkedésétsl. Az oldalfal merevsége szignifikansan lecsokkent amikor
ACh-t adtunk a cochlea bazisarol izolalt sejtekhez, ugyanakkor a GABA hatastalan volt
ugyanezen sejtcsoporton (ANOVA és Dunnett eljaras p<0,05;). Hasonlo statisztikai Gssze-
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hasonlitast végezve a cochlea csicsarol nyert sejtek esetében lathato, hogy a GABA szig-
nifikdnsan csokkentette a sejtfalmerevséget, mig az ACh hatésa statisztikailag nem bi-
zonyult szignifikinsnak. Az ACh cochleobazalis sejteken észlelt oldalfalmerevségre gyako-
rolt hatasa és a GABA cochleoapikalis sejteken észlelt oldalfalmerevségre gyakorolt hatésa
kozott nem észlelhetd szignifikans kiilonbség (Dunnett eljaras, p>0,05). Nem volt szig-
nifikans oldalfalmerevség valtozas amikor 50uM szrtichnint, a kiilsé sz6rsejteken talalhato
a9 ACh receptor specifikus gatloszerét adtunk az ACh mellé cochleobazalis sejtek esetén
vagy amikor 50uM bikukullint, az ismert GABA sreceptor blokkolot hasznaltunk a GABA
mellett cochleoapikalis sejtek esetén (Dunnett eljaras, p>0,05)

Az ACh és a GABA hatasa az oldalfal merevségének
aktiv és passziv id6fiiggd valtozasaira

A kiils6 szérsejtek oldalfalmerevségének mikropipettan keresztiil hato hiizéerd hatasa alatt
kialakult valtozas a mikropipettaba behtizodott oldalfal szegmens hosszanak idéfiiggésével
jellemezhets (AL-AT; 1. egyenlet). A mikropipettaba behuzodo oldalfalszegmens AL-
AT fiiggvényén lathato jellegzetes, a 30 és 60 masodperc kozotti idGintervallumban meg-
jelend véltozés, a feszesség beallito sejtvilasz megemeli az oldalfal merevségét. Az ACh és
GABA AL-AT fiiggvényre gyakorolt hatasa szoros Osszefiiggést mutat a kiilsG szérsejtek
cochlearis helyzetével.

Az ACh és GABA oldalfalmerevség szabélyozéasra gyakorolt hatdsa a AL-AT fiigg-
vényt leird modell felhasznéalasaval (5. egyenlet) nyert modell paraméterek elemzésével
lehetséges. A modell paraméterek meghatarozasa a mérési pontok modell fiiggvénnyel
val6 sejtenkénti illesztése utdni atlagolassal tortént, 10 sejtet hasznélva minden csoport-
ban. Az ACh hatasara az oldalfal maximéalis megnyujthatosaga (a) 50+12%-al (n=10),
a mikropipettaba behuzott oldalfal szegmens maximalis aktiv retrakcioja (¢) 85,5+17%-
al (n=10) mig a mikropipettiaba behuzott oldalfal szegmens retrakciojanak sebességi al-
landoja (d) 59,3+20%-al (n=10) megndtt, mikdzben az ACh szignifikinsan csokkentette
az oldalfal merevsegét (18,9%-al, lasd 3. tablazat) a cochlea bazalis kanyarulatabol izolalt
sejteken (atlagos sejthossz 31+5 pm). A GABA, hasonléan az ACh-hoz fokozta az oldalfal
maximalis megnytjthatosagat (a) (33£13%, n=10), a mikropipettdba behtzott oldalfal
szegmens maximalis aktiv retrakciojat (¢) (47,6+12%, n=10), valamint a mikropipettaba
behizott oldalfal szegmens retrakcidojanak sebességi allandojat (d) (24,5+£16%, n—10)
mig az oldalfal merevséget csokkentette 15,4%-al (l4sd 3. tablazat), a cochlea csticsi

kanyarulatabol izolalt kiilsG szérsejteken (atlagos sejthossz 76+4pm). Mind az ACh,

18



mind a GABA oldalfalmerevség szabalyozasra gyakorolt hatasa felfiiggesztheték speci-

fikus gatloszereikkel, sztrichninnel és bicucullinnal.

ACh és GABA hatasa a kiils6 szorsejtek oldalfalanak
mikrodeformaciéja altal kivaltott lassi sejtrovidiilés ka-

rakterisztikajara

A kiils6 szérsejtek oldalfalara mikropipettan keresztiil adott negativ nyomaés altal létre-
hozott mikrodeformécioé lasst szdérsejt rovidiilést hoz 1étre. Kontroll koriillmények kozott
nincs kimutathato kiilonbség a cochleoapikélis és cochleobazalis sejtek mikrodeforméacio
hatasara adott sejtrovidiilési valasza kozott 6 HoO cm negativ nyomas alkalmazasa mel-
lett. A mikrodeformécié keltette sejtrovidiilés a cochlea bazisarol izolalt sejtek eseté-
ben 87,7+19%-al n6tt ACh jelenlétében, mig GABA jelenletében 64,6+18%-0s novekedés
(n—10) volt lathatdé a cochlea csucsarol izolalt sejtek esetén (az ACh és a GABA 6n-
magaban nem okozott sejtrovidiilést). A sejtosszehizodas sebességi allandoja nem valto-
zott GABA hatéasara, szemben az ACh hataséara kialakult 42,8+£12%-os sebességi allando
novekedéssel (n—10), (16. abra).

Az ACh és a GABA hatasanak valtozasa kiilsg Ca2™t

megvonas mellett

Mint kordbban lathattuk, a kiilsé Ca?"™ megvonas jelentdsen novelte a kiilsé szérsejtek
oldalfalanak merevségét (3. tablazat), emellett drasztikusan csokkent a feszesség bedl-
lit6 sejtvalasz. Mivel Ca?" tartalma kontroll kézegben mind az ACh mind a GABA
hatasa a feszsesség beallito sejtvalasz fokozasa volt, megvizsgaltuk, hogy az extracellularis
Ca?"megvonasa milyen hatdssal van a jelenségre. ACh és GABA jelenléte mellett Ca2™
mentes kornyezetben a feszesség beallito sejtvalasz megtartott, mindazonaltal a folyamat
nagysaga jelentdsen csokkent a Ca®' tartalmu kontroll kdzegben észlelhet6hoz képest.
A mikropipettaba behuzott oldalfal-szegmens maximalis aktiv retrakcidja (¢ paraméter,
lasd 5. egyenlet) ACh ill. GABA jelenlétében Ca?'t mentes kornyezetben 52,2+17%-
os ill. 53,1+17%-o0s csokkenést mutatott a normal Ca?t tartalmu kornyezetben kapott
értékekhez képest (n=10).
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Megbeszélés

A kiils6 szérsejtek oldalfalanak Osszetett felépitése specidlis mechanikai tulajdonsigok
megjelenését eredményezi és lehet6vé teszi, hogy mechanikai szabalyozés alatt tartsa a
kiils6 szorsejt aktivitast. Mivel a motor fehérjék a sejtfal altal kozvetitett mechanikai
ellenallassal szemben dolgoznak, az oldalfal merevség altalunk leirt regulacioja képes sza-
balyozni a kiilsé szérsejtek elektromotilitasat. Ebben felthetGen a szubkortikalis racsozat
jatssza a legfontosabb szerepet, mely a plazmamembran citoplazmatikus felszinéhez és a
citoplazma felszin alatti ciszternalis rendszeréhez szorosan kot6ds, kérkoros keresztkoté-
sekkel Osszefogott hosszanti parhuzamos aktin szalakbol felépiils szerkezetébdl addddan
specialis mikrodoméneket alkot. Ezen mikrodomének specidlis szerkezete teszi lehetévé
a sejtmembrénban elhelyezkedd, egymastol fliggetleniil aktivalodo elemi, fesziiltség fliged
Az igy felépiilt citoszkeletélis rendszer rugalmas el6feszitett allapotot tart fenn, mely a
sejtek nyugalmi mechanikai ellenallasat adja.

A kiils6 szérsejtek oldalfalanak mikropipettan kersztiil alkalmazott negativ nyomasra
adott megnyilas-er6 valasza az oldalfal szerkezetének megfelelen rugalmas alakvaltozés-
ként jellemezhetd, fiiggetleniil attol, hogy melyik sejtrégioban vizsgaljuk.® Mindazonaltal
az oldalfal merevsége a sejt hossztengelye mentén valtozd. A kisérletek soran mind a coch-
lea alapjarol, mind a csiicsarol izolalt kiilsé szérsejtek esetében hasonld, a sejt alapjatol
a sejt cstcsa felé iranyulé oldalfalmerevség gradiens volt észlelhets. Igy merevségazonos
régiok alakulnak ki, melyeknek a sejt hosszdhoz viszonyitott relativ helyzete azonos a
sejttest mentén. Ennek megfelelGen a kiilonb6z6 hosszisagu sejtek megfelelé pozicioju
oldalfalszegmenseinek azonos Young modulusa lesz, és ezek az azonos rugalmassagi tu-
lajdonsaggal rendelkezd oldalfalszegmensek a sejtek azonos hanyadat teszik ki mind a
cochlea alapjarol izolalt igen révid, mind a cochlea csticsardl izolalt igan hosszi sejtek
esetében is. Mivel a sejthossz a cochlea csicsa felé haladva novekszik, az merevséga-
zonos sejtfalszegmensek abszolut hosszai is novekednek a sejthosszvaltozassal egyiitt. Igy
a hosszabb (cochleoapikalis) kiilsg szérsejtek aranyosan hosszabb merevségazonos henger-
szeletekbdl épiilnek fel, mint a révidebb (cochleobasalis) kiilss szérsejtek, mikozben a meg-
felel6 hengerszeletek Young modulusa azonos, vagyis a kiilonb6z6 cochlearis lokalizacioban
elhelyezkedd kiilsG szérsejtek sejthosszanak kiilonb6z&sége nem jar a sejt mechanikai struk-

tarajanak torzulasaval. Az Euler féle rudelmélet, mely szerint egy rugalmas hengerrud

3statikus vizsgdlattal, mely soran az adott erébehatasra kialakult maximalis megnytlast mérjiik, a
huzoerd applikilasat kovets, egy adott pillanatban
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tengely szerinti merevsége és a hossza forditottan ardnyos, magyarizatot ad arra, hogy
hogyan teszi lehet6vé a kiilsé szérsejtek fent leirt felépitése a korabbi vizsgalatok sorén ész-
lelt hosszabb kiils6 sz6rsejtekhez tartozo kissebb, ill. rovidebb sejtekhez tartozé nagyobb
(kumulativ) axidlis merevség kialakulasat. *

A sejtfalmerevség vizsgalatahoz hasznalt, mikropipettan keresztiil alkalmazott negativ
nyomassal végzett mikrodeformacios vizsgalat soran azonban a kiilsG sz6rsejtek oldalfala-
nak aktiv viselkedése figyelhet6 meg, melyhez szorosan kotédik egy ezzel a jelenséggel
szinkron lezajlo lassa sejtrovidiilés. Az alkalmazott negativ nyomas kdvetkeztében létre-
jott aktiv sejtvalasz kivaltoja feltehetGen az oldalfal megnytlasa, mely hasonl6é hatassal
lehet, mint egy hossztengely irdnyi excessziv sejtmegnyulas, ami kialakulhat egy erds
akusztikus behatas nyoman megjelend intenziv alaphartya kilengés kapcsan is. Ez, a mik-
rodeformacios kisérletek sordn megjelend aktiv sejtrovidiilés és az oldalfal aktiv viselkedése
nem magyarazhaté a kiilsg szérsejteken korabban leirt egyszerii, un. mechanoelektromos
jelenséggel, mely soran a sejtfal megnytlasa hyperpolarizaciot, dsszenyomaésa pedig depo-
larizaciot okoz. Mivel a kiils6 szérsejtek membranpotencialjanak megvaltozasa sejthossz-
valtozasként jelenik meg és a mikropipettaba behtizodott oldalfal megnytlasa hiperpolar-
izaciot okoz, ennek kévetkezménye a motilis egységek mechanicai relaxacioja lenne, ami
a sejt megnytlasat kellene, hogy okozza, az oldalfal aktiv retrakcidja nélkiil. A presztin-
hez, mint motorfehérjéhez kotott membranpotenical fiiggd sejthosszvaltozést elsGdelege-
sen a hang altal rezgésbe hozott membrana basilaris kitérései ill. a kitérés frekvenciaja
vezérli, de sziikségszert, hogy tisztazzuk ennek a folyamatnak a mikropipettan keresztiili
aspiracié altal 1étrehozott mikrodeforméacioé keltette sejtvalaszban betoltott szerepét. A
presztinhez kotott sejtvalasz szalicilat szenzitiv folyamat, ellenben a mikrodeformécié in-
dukalta lasst sejtrovidiilés és oldalfalmerevség fokozodas Gd*" szenzitivitast mutatott és
nem mutatott szalicilat szenzitivitdst. Ugyanakkor a presztin-medialt sejtrévidiilés mikro-
ill. milliszekundumos idétartomanyba es6 folyamat, mig az altalunk leirt sejtvalasz 30-
60 méasodperces idGtartoményba esik. Emellett a mikrodeformaciohoz kotott sejtvalasz
Ca?'fiiggd, szemben a presztin Ca?'fiiggetlen miikodésével. Ezek alapjan egyértelmtien
kizarhatjuk a presztinhez kotott sejtvalasz szerepét a folyamatban.

A mechanizmus, mely magyarazhatja az eredményeinket, az un. membran gorbiilet
valtozasi modellel egyeztethets Gssze (membran bending model) melyben a kortikalis ra-
csozat két pillérfehérjéje kozott ivels sejtmembran és kozottiik fesziilg aktin filamentumok

alkotjék az elemi motoros és rugalmas egységeket, s ahol a membrandepolarizacio sejt-

4A sejteket alkot6 identikus, azonos Young modulust hengerszeletek hossza a hosszabb sejtek esetében
megnd, igy axialis merevségiik kissebb lesz, ennek megfelelGen az 6sszegzdésiikbdl kialakult tengelyiranyi
sejt merevség is lecsdkken a révidebb sejtekhez képest.
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Osszehuzodast, a hyperpolarizacié megnytléast okoz.

Mint tudjuk, a kiils§ szérsejtek membranjaban vannak olyan nem-szelektiv kation
csatornak, melyek képesek depolarizaciot 1étrehozni kovetkezményes lassi szérsejtossze-
huzodassal. Kisérleti elrendezésiinkben az oldalfal fesziilése hasonlé csatornak megnyilésat
idézheti el6. Ezt tdmasztja ald, hogy a lanthanoida csoportba tartozd gadolinium, mely
kozismerten gatolja a fesziilés-aktivalt csatornakat, gatolta a mikropipettan alkalmazott
negativ nyomas altal kivaltott lassi szérsejtmozgast és az oldalfal aktiv viselkedését. Taka-
hashi és Santos-Sacchi (2001) mikromechanikai stressz indukalt, lanthanoidakkal részlege-
sen gatolhatd ionaramokat irt le kiils6 sz6rsejtben. Ezek az aramok a sejtkozépi régioban
a legnagyobbak, a sejt két polusa felé pedig csékkennek, mely jol illeszkedik azon megfi-
gyelésiinkhoz, miszerint a AL-AT gorbéken lathato aktiv komponens a sejtkézépi régioban
nagyobb, mint a sejtpolusok kérnyékén, és a gadolinium kezelés csokkenti az aktivitast,
de nem oltja ki teljesen azt.

Tovabbi magyarazat lehet az altalunk leirt jelenségre a sejtmembran vagy a kortikalis
racsozat fehérjéinek kalcium fiigg6é metabolikus modosulésa (foszforilacio-defoszforilacio),
mely képes megvaltoztatni a sejtfal merevségét. Minamino és mtsai. (1998) a kiils6
szorsejtek elektromos térerGvel indukalt tetanizaldsa utan megjelend lassii mozgasat vizs-
galva azt talaltdk, hogy a sejtosszehuzodas 20-30 méasodperccel a stimulacié utan jelent-
kezett és ezt kovetGen 1-2 percig tartott, hasonléoan a mikropipettan keresztiil torténd
negativ nyomds alkalmazasat kiovetéen kialakult véalaszhoz. A Ca?"-calmodulin-CAM
kinaz utvonal blokkoldsa, a lasst mozgas gatlasdt eredményezte, hasonléan az altalunk
kalcium megvonas utan észlelt sejtaktvitas csokkenéshez. Mindez egy Ca?"-calmodulin-
CAM kinaz fiiggs sejtosszehtizodasi mechanizmus jelenlétére utal. Kisérleteink azt mu-
tatjak, hogy mind a kalcium megvonéas, mind a Gd3" extracellularis jelenléte altal létre-
hozott szelektiv kationcsatorna gatlas jelentds oldalfal-merevség novekedést okoz. Igy
mindamellett, hogy feltételeziink egy Ca?"-fiiggd sejtosszehiizodasi mechanizmust nem
szabad megfeledkezniink arr6l, hogy az oldalfal merevségének fokozodasa is jelentGsen
hozzajarulhat a sejtvalasz csokkenéshez ezekben az esetekben. Az oldalfal merevségének
Ca?"-fiiggéseért felelgs folyamat még nem tisztazott, de felmeriil egy Ca®"-calmodulin-
protein foszfataz utvonal szerepe a szabalyozasban (Batta és mtsai nem kozolt adatok).

Munkank soran sikeriilt modellezni a kiilsé sz6rsejtek oldalfalanak mikropipettan ke-
resztiil kézvetitett negativ nyomasra adott valaszat, mely egy passziv és egy aktiv kom-
ponest tart fel. A kisérleti adatok azt mutatjak, hogy a pipettaba behizodé sejtfalrészlet
hosszanak id6fliggvénye exponencialis 0sszefliggést kovet, mely az oldalfalat alkoto struk-

tarelemek altal 1étrehozott két allapott rugalmas egység eloszlasfiiggvényével modellez-
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het6. Ennek megfelelGen elmondhatjuk, hogy a kiils6 szérsejtek oldalfalanak rugalmas
alakvaltozasai nem irhatok le a korabban hasznalt egyszer(i rugalmas alakvaltozasként, a
sejtfal komplex felépitése egyben annak komplex mechanikai viselkedését is jelenti. A fenti
két allapotid modell kiterjeszthetd a sejtek szupranuklearis régioiban észlelt aktiv sejtfal
valaszara is, mindazonaltal még nem tekinthetjiik ismertnek a kontraktilis egységek struk-
turalis alapjait. A kisérleti eredményeknek a modellre valo jo illeszkedése azonban elGre
vetiti ilyen, fesziilés-receptor modulalt egységek meglétét. A kiils§ szdrsejtek szinaptikus
régidjaban a sejtszerkezeti kiilonbségek miatt nincsenek a sejtmag f6lotti sejtrégiokban
megtaldlhaté mikromechanikai egységekhez hasonld struktirak, mindazonéltal a sejtfal
passziv viselkedése mind a mag folotti, mind a szinaptikus régiéban hasonlé. Elgondo-
lasunk szerint a kiils§ szérsejtek plazmamebranjaban megtalalhato alkotok (koleszterin,
fehérjék) nem csak merevebbé teszik azt, hanem képesek kvazi-elasztikus egységeket létre-
hozni, melyek kialakitasaban a szubszinaptikus ciszternalis rendszer is részt vesz. Ezek a
kvazi-elasztikus egységek lehetnek felelgsek a szinaptikus régio oldalfalanak az emlitett,
Osszetett modellel leirhato viselkedéséért.

Osszegezve, a kiilsé szérsejtek oldalfalanak merevsége aktiv szabalyozas alatt all, mely
szoros kapcsolatban van a sejtfal-fesziilés indukalta lassi sejtmozgassal. Ez a folya-
mat megvaltoztatva a kiilsG sz6rsejtek oldalfalmerevségét és sejhosszat, olyan szabdlyo-
zasi lehetGséget biztosit, mely a szérsejtek mechanikai sajatsdgainak a megvaltoztatasa-
val képes szabdlyozni mind az elektromotilitast mind az elektromotilitas effektivitaséat
a membrana basillarisra torténd energiavisszacsatolasban. A szabalyoz6 folyamatban
Ca?"és fesziilés kapuzott ioncsatornak szerepét sikeriilt bizonyitani, mely mogott Ca?'-
dependens foszforilacios-defoszforilacios titvonalak allhatnak, ami elére vetiti ennek az
elektromitilitas-fiiggetlen intrinzik szabalyozo rendszernek az efferens neurotranszmitterek
altali szabéalyozhatosagat.

A kiils6 szlrsejtek efferens beidegzése szabdalyozza a cochlearis erdsités hatékonysagat,
fontos részét képezve a az emlds cochlea adaptaciojanak és a tartos zaj elleni védelmének.
Az efferens idegvégzddésekbdl felszabadulé ACh és GABA receptorai tonotopikus elosz-
last mutatnak a cochlean beliil. Ezzel 6sszhangban a cochlea csticsi kanyarulatboél izolalt
sejtkhez kot6d6 GABA és a cochlea bazalis kanyarulatabol izolalt sejtekhez kot6ds ACh
hatast észleltiink az oldalfalmerevségben és annak szabalyozasaban. Mindkét neurotransz-
mitter jellegzetes hatésa az oldalfal merevségének cstkkentése és a feszesség bedllito sejt-
valasz serkentése, valamint a mikrodeformacio keltette lassu sejtrovidiilés fokozasa volt.

Dallos és mtsai (1997) felvetették, hogy a kiils§ szérsejtek elektromotilitasanak ACh

hatasara bekdvetkez6 amplitudd névekedése a kiils§ szérsejtek tengelyirdnyd merevség-
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csokkenésének kovetkeztében jon létre. Hasonlo Osszefiiggés meriil fel a kiils§ szérsejtek
oldalfalmerevsége, a feszesség beallito sejtvalasz és mikrodeformacio keltette lasst sejtro-
vidiilés kozott: az efferens neurotranszmitter-medidlt oldalfalmerevség csokkenés fokozza
az aktiv sejtvalaszokat (fesziilés beallito sejtvalasz és mikrodeformacié keltette lassa sejt-
rovidiilés).

Az ACh sejtmerevségre és elektromotilitasra gyakorolt hatisanak kialakitdsaban a
kalcium masodlagos hirvivéként betdltott szerepe mar korabban is ismert volt. Az ACh
nagy ateresztGképességli kation-szelektiv csatorndkat (un. ag/a19 ACh-receptor) nyit
tikus ill. a felszin alatti ciszternalis rendszerbdl (ryadonin receptor és inositol triszfoszfat
vezérelt csatornak) masodlagos Ca*" felszabadulast hoz létre (Ca®" indukalta Ca®" felszab-
dulas). Az fgy kialakult Ca?" jel nyomén Ca?'-kalmodulin fiiggé protein kinaz (CaMKIT,
CaMKIV), protein kinaz C, cGMP ill. cAMP fiiggd protein kinaz utvonalak aktivalodnak,
mely eredményeként a citoszkeleton ill. a presztin foszforilaci6jahoz vezet. Ezt bizonyitja
a kiils6 Ca2'koncentracié és az oldalfalmerevség valamint a feszesség bedllito sejtvalasz
kozotti szoros kapcesolat is.

A GABA vonatkozasaban bicuculline szenzitiv GABA-medialt Ca?"-szignalizaciot ir-
tak le Purkinje sejtken, ahol a GABA receptorokhoz kot6dé fesziiltségfiiggs Ca?tcsatornak
megnyilasa vezet a Ca?"-jel kialakitasahoz. A fesziiltségfiiggs ioncsatornak megnyilasdhoz
szitkséges membranpotencial valtozas ebben az esetben a GABA receptor csatornén térténd
HCOj kidramlas kovetkeztében jon létre. Hasonlé folyamat eredményeként johet létre
az altalunk észlelt GABA hatés a cochleoapikalis kiils6 szérsejteken egy GABA-medialt
Ca?"-influx azonos folyamatokat hozhat létre a cochleoapikalis sejtekben, mint egy ACh-
medialt Ca?"-influx a cochleobasalis sejtekben. Ez magyarazhatja a kiilonb6z6 lokaliza-
cioju sejtekhez kapcsolodd ACh és GABA hatas egyezGségét. Mindazonaltal kiilénbségek
is lathatok a két neurotranszmitter hatasa kozott: az ACh hatéasa erdsebb a cochleobasa-
lis lokalizaci6ju sejteken mint a GABA hatasa a cochleoapikalis sejteken minden vizsgalt
paraméter tekintetében, és a GABA eltér§ moédon befolyasolja az oldalfal merevségfiige6
viselkedését (az oldalfal maximéalis megnytjthatosaga, az oldalfal szegmens retrakcidja-
nak sebességi allandéja) és a kapesolodo lassa sejtrovidiilést mint az ACh. A Purkinje
sejteken leirt mechanizmushoz hasonl6 folyamat ezeket a kiilonbségeket is segithet meg-
magyarazni. Az ACh receptorokhoz két6dé jelatvive hataséra kozvetlen médon alakul
ki Ca?"-influx, mig a GABA esetében ez indirekt moédon, a receptorhoz kotéds jelat-
vivé hatasara létrejové membranpotencial valtozas altal szabalyozott moédon alakul ki.

Ennek eredményeként a GABA-medialt Ca?-influx ill. Ca®"-szignalizicié nagysaga el-
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marad az ACh-medialthoz képest. Ugyanakkor Kalinec és munkatarsai (2000) a kiils
szorsejtek motilitasanak (gyors és lassi motilitas) ACh altal valé szabalyozasaban GTP-
azok szerepét irtak le. Az ACh receptor aktivalodéasa eddig pontosan nem ismert modon
kiillonboz6 GTP-az ttvonlakat (Rho, Cde42, Racl) aktival, mely lehetdséget teremt al-
ternativ ill. parhuzamos szabélyozasi folyamatok elindulasara is. Ezt latszik erGsiteni az
ACh és a GABA kiilsé Ca?"megvonasa mellett észlelt effektivitdsa. Mint korabban lat-
tuk, a kiils6 szérsejtek Ca?"-mentes kornyezetben valo tartasa az oldalfal merevségének
jelentds emelkedését eredményezte (46%), mely mellett az aktiv feszesség beallito sejtva-
lasz lényegében eltiint. A cochlea bazélis kanyarulatabol izolalt, Ca?"-mentes kérnyezetbe
helyezett kiils6 sz6rsejtek ACh jelenlétében kissebb mértéki oldalfalmerevség névekedés-
sel reagaltak, mely mellett a feszesség bedllité sejtvalasz megtartott maradt, jollehet
kisebb amplitidoval. Hasonlé eredmény adodott a cochlea csticsardl izolalt sejtek ese-
tében, GABA jelenléte mellett.

Az intracellularis Ca?" szint emelkedésének ill. alternativ szignalizacios itvonalak ak-
tivacidjanak egyik lehetséges kivetkezménye a citoszkeletalis fehérjék és a presztin foszfo-
rilacioja. Ezt er6siti meg a mérési adatokbdl kalkulalt viszkozitasi egyiitthaté emelkedése
is Ca?T-mentes kornyezetben ill. Gd3Tjelenlétében (2. tablazat), valamint az is, hogy
nincs szignifikans kiilonbség az ACh és GABA passziv merevségi mutatokra gyakorolt
hatasaban.

Az eddigi eredményeink alapjan ugy tiinik, hogy az efferens beidegzés magas inten-
zitdsi hanghatassal szembeni védGhatasa és a cochlea adaptaciojanak segitése nem a
sejtfalmerevség kozvetlen szabdlyozasa ttjan, hanem indirekt tton, a mikrodeformécio
hatéaséara létrejove sejtfalfesziilés (stretch) altal keltett sejtosszehtizodas és oldalfalmerevség
fokozodas feler6sitése utjan valosul meg. Egy erds hanghatas koévetkeztében a memb-
rana basilarison nagyobb amplitudéju kilengések alakulnak ki, melyek nagyobb fizikai
fesziilést (stretch) hoznak létre a kiils§ szérsejtek oldalfalaban, lasst -kvézi statikus- sejt-
rovidiilést eredményezve. Az efferens neurotranszmitterek jelenlétében kialakult csokkent
oldalfalmerevség és a kiils§ szérsejtek kovetkezményes motilis képesség fokozddasa képes
potenciélni az oldalfalfesziilés indukalta sejtrovidiilést. A sejtrovidiilés fokozza az oldalfal
merevségét és az igy létrejott sejthossz és sejtfalmerevség valtozés mértéke elegendd lehet,
hogy megvaltoztassa a cochlea mikromechanikai tulajdonsagait és ellenstlyozza a magas
intenzitast hanghatas nyoman a Corti szervben kialakul6 disztorziot.

Osszegzésként elmondhajtuk, hogy az efferens neurotranszmitterek fokozzak a kiilss
szérsejtek mechanikai behatésra adott valaszkészségét, mely egy erGteljes, presztin-fiiggetlen

sejtrovidiilésben nyilvanul meg, fokozva a sejt merevségét. Ezek a véaltozasok elegendek
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lehetnek arra, hogy megvaltoztassdk a Corti szerv mechanikai tulajdonsagait, csillapitva
ezzel a membrana basilaris kitéréseit, igy védve ezzel a cochledt a magas intenzitast hang-
hatasok ellen. Mindez jol illeszkedik Friedberger és mtsai (1998) altal tengerimalacon
leirt jelenséghez, miszerint zajhatésra dinamikus Corti-szerv kontrakci6 alkult ki, melyet

Az eredményeink lehetGséget nyitnak arra, hogy pontosabban megértsiik a kiilsé sz6r-
sejtek membrana basilarisra torténd energiavisszacsatolasdnak szabalyozéaséat, a bels6fiil

adaptacios, automatikus hangerd szabalyozo és protektiv folyamatait.
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